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基因型全基因组序列克隆$方法
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[
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基

因型!提取病毒核酸!设计引物!应用高保真酶对
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B

的
a[̂ SY8

进行全序列扩增!通过克隆技术构建
B

LT9!a[̂

重组质

粒!测序后进行序列分析$结果
!

获得
a[̂ [

基因型和
a[̂ 7

基因型重组质粒各
:

株$结论
!

成功构建
a[̂ [

基因型和

a[̂ 7

基因型的全基因组序列克隆!可为进一步研究
a[̂

分子流行病学和基础研究提供工具$
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乙型肝炎病毒$

a[̂

%是严重威胁人类健康的病原体#全

球约有
),

亿人感染过
a[̂

#其中超
-;(

亿人发展为慢性感染

者)我国是
a[̂

感染流行的高发区'

:!)

(

)由于
a[̂

在复制

过程中缺乏校对酶作用#容易发生核苷酸配对错误#长期突变

累积形成不同基因型)根据,

a[̂

全基因组序列大于
<)U

-

的标准#可将
a[̂

分为
8

#

a*

种基因型'

-

(

#

a[̂

基因型研

究不仅与
a[̂

的分子流行病学和基础医学研究密切相关#且

与病毒感染后的临床进展相关'

+

(

)我国
a[̂

基因型以
[

*

7

型为主'

:

(

)

a[̂ SY8

是双链非闭合的松弛结构#正负
)

条链

不等长#加之基因组长度为
-;)N:,

-

#使得
a[̂

全基因组的

扩增和克隆较难)本研究采用一步法长距离聚合酶链式反应

$

674

%的方法获得完整的
-;)N:,

-

a[̂

全基因组#进一步构

建
a[̂

基因
[

*

7

型质粒#为后续的
a[̂

研究提供工具)现

报道如下)

B

!

资料和方法

B;B

!

一般资料
!

-,

例无症状
a[̂

携带者#诊断符合
),,,

年

<

月全国会议修订的.病毒性肝炎防治方案/标准'

(

(

#患者未经

任何
a[̂

疫苗免疫和任何抗病毒药物治疗)

a[̂

血清标志

物包括表面抗原$

a[/8

G

%*表面抗体$抗
a[/81

%*

%

抗原

$

a[%8

G

%*

%

抗体$抗
a[%81

%*核心抗体$抗
a["81

%)抽取患

者血液#分离血清)
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!

仪器与试剂
!

血清病毒核酸提取试剂盒由厦门至善生物

公司提供&

a[̂ SY8

定量试剂盒购于上海科华生物科技有限

公司&

a[̂

基因分型试剂盒购于上海之江生物公司&

T;d;Y;

8

G

%2%A$0#"$'3&H'$

*

T;d;Y;8

B

2#/5'F5'&'H'$

购于
h5%

G

#

公

司&

b3F!62E/

聚合酶购于
@hZh[h

公司&

@!%#/

I

K%"$30

购于

6035%

G

#

公司&

Sa!(

%

由南通大学病原生物学实验室惠赠&限

制性内切酶
R#2

)

*

T"34

)

购于大连
@#b#4#

公司&

674

扩增

仪为
8[W!?(,,

荧光定量
674

仪#凝胶成像系统为
RZY!

L[hf

)

B;D

!

方法

B;D;B

!

a[̂ SY8

核酸提取
!

吸取
:,,

"

M

血清#严格按照血

清中病毒核酸提取试剂盒$手工法
:,,

"

M

体系%说明书操作#

最后用
(,

"

M

洗脱液洗脱)
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为
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引物序列的设计

B;D;C

!

a[̂ SY8

定量检测及
a[̂ [

*

7

基因型筛选
!

a[̂

SY8

定量检测采用实时荧光定量
674

法#操作按说明书&

a[̂ [

*

7

基因型检测采用
@#

j

98&

荧光探针
674

法#操作

按说明书)

+
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B;D;D

!

引物
!

引物设计参考
LE&$C%0

等'

=

(的引物序列#以

a[̂

负链开口处为克隆序列的起始点#引物由英骏生物上海

合成部合成#见图
:

)

B;D;E

!

a[̂

的全基因组序列扩增
!

扩增所用高保真聚合酶

b3F!62E/

酶购自
@hZh[h

公司)

674

扩增反应体系参照说

明书)扩增循环参数为
<+\(5'&

&

<+\-,/

#

=*\-,/

#

?)

\-;(5'&

#共
-(

个循环)扩增产物加
8

#加
8

反应条件为
?)

\

#

-,5'&

&加
8

产物胶回收)

B;D;I

!

a[̂

全基因组序列的克隆及鉴定
!

胶回收产物与

B

LT9!@%#/

I

载体
+\

连接
:=C

&连接产物转化
Sa!(

%

感受

态细胞#挑取阳性菌落#抽提质粒#

R8M

)

*

T7h4

)

酶切鉴定)

B;D;J

!

a[̂

全基因组序列克隆质粒测序及分析
!

选择经酶

切鉴定证实含
-),,1

B

片段的重组质粒送上海华大基因测序

部测序#测序结果进行
L%&%1#&H

比对#

SY8R@84

分析)

C

!

结
!!

果

C;B

!

a[̂ [

*

7

基因型的筛选
!

以患者血清中提取的
a[̂

SY8

为模板#实时荧光定量
674

法测定病毒载量#见图
)

&以

提取的
a[̂ SY8

为模板#

@#

j

9#&

荧光探针
674

法筛选

a[̂ [

*

7

基因型#见图
-

)

图
)

!!

实时荧光定量
674

法测定病毒载量

图
-

!!

@#

j

9#&

荧光探针
674

法筛选
a[̂ [

'

7

基因型

!!

注!

:

为阴性对照&

)

为患者血清
a[̂ SY8

作模板的
674

产物&

-

为
SY8 9#0H%0

)

图
+

!!

a[̂

全长基因组的扩增

C;C

!

a[̂ SY8

的扩增
!

以筛选到的
a[̂ [

*

7

基因型的

a[̂ SY8

为模板#利用
O:

和
4:)

条引物扩增
a[̂

基因组#

674

产物经
:U

琼脂糖凝胶电泳结果显示#在约
-),,1

B

处有

特异性扩增条带#见图
+

)

C;D

!

构建质粒的酶切鉴定
!

为验证重组质粒中是否插入
-),,

1

B

的目标序列#提取质粒后进行酶切鉴定)结果显示!在

B

LT9!@%#/

I

%̂"$30

中插入了
-),,1

B

大小的片段#见图
(

)

!!

注!

:

*

+

为
B

LT9!a[̂

质粒&

)

*

(

为
T7h4

)

单酶切&

-

*

=

为
R#2

)

单酶切&

9

为
SY8 9#0H%0

)

图
(

!!B

LT9!a[̂

质粒酶切鉴定图

图
=

!!

a[̂ ![)

序列

+
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+
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C;E

!

序列分析
!

测得序列#剔除载体序列#通过
L%&1#&H

进

行核苷酸比对#

)

株
a[̂

重组质粒的基因型为
[

型和
7

型#获

得
)

个
a[̂

全基因组序列长度分别为
-):(1

B

和
-):=1

B

#

能够完整翻译
a[̂

所有蛋白#分别将其命名为
a[̂ ![)

和

a[̂ !7:

#见图
=

*

?

)通过
9TL8+

软件对其基因进行分型#

确定其为
[

*

7

基因型#见图
*

$见.国际检验医学杂志/网站主

页,论文附件-%)

图
?

!!

a[̂ !7:

序列

D

!

讨
!!

论

本研究对象选取未接受任何
a[̂

疫苗免疫和任何抗病

毒药物治疗的无症状携带者)我国
a[/8

G

的流行率大约为

:,U

#其中大部分是无症状携带者'

:

#

?

(

)由于未经过*未接受

任何
a[̂

疫苗免疫和任何抗病毒药物治疗#宿主中
a[̂

毒

株受到的免疫压力和药物筛选作用小#在感染过程中病毒变异

发生率低#能确实反映我国
a[̂

流行株存在情况#具有更广

的代表性#其构建的
a[̂

全基因组克隆可为
a[̂

相关研究

提供有利条件)

a[̂

基因型分布有较显著的地域特征#

8

*

S

型主要分布

在欧洲和美国#

[

*

7

型主要分布在东南亚和东亚#

T

型主要在

西非流行#

O

型集中在中南美洲#而
L

型仅在个别国家有单个

案例报道'

?!*

(

)我国以
[

*

7

基因型为主#本试验构建的
a[̂

[

*

7

基因型全基因组序列克隆顺应了我国
a[̂

研究的需要)

然而#在对
-,

个无症状携带者筛选
[

*

7

基因型过程中#

笔者发现#只有
:

例患者是
[

基因型#其余
)<

例均为
7

基因

型#与以往的文献报道
[

*

7

基因型比例相差较大'

*!::

(

)此可能

与样本量太小无统计学意义#采用
@#

j

9#&

荧光探针法没有测

序法精确#大规模疫苗接种和临床抗病毒药物的广泛使用造成

[

*

7

基因型比例改变等相关#具体原因有待下一步试验研究

证实)

以往研究中#扩增
a[̂

全基因组根据所使用引物数目的

不同#可以分为一片段法$使用
:

对引物%和多片段法$使用多

对引物%)由于
a[̂

突变率相对较高#同一患者体内的
a[̂

SY8

序列是以
:

个准种池的形式呈现'

:)!:(

(

#而非单一序列#本

试验采用了一步法长距离
674

扩增
a[̂

全基因组序列#避免

了多次
674

拼接所导致的,人工假基因组-现象)

a[̂ SY8

是双链非闭合的松弛结构#正负
)

条链不等

长#加之基因组长度为
-;)N:,

-

#使得
a[̂

全基因组的扩增

和克隆难度较高)因此#提取病毒
SY8

的效率及完整性*聚

合酶的保真度和扩增效率将是试验成败的关键)笔者通过高

温裂解法*柱提法*磁珠提取法比较发现#高温裂解法虽然有较

高提取效率但提取的核酸无法扩增全长$可能由于高温碱裂解

打断了
SY8

链完整性%&柱提法能将病毒载量大于
:N:,

=

"3

BI

"

5M

血清提取的核酸扩增到
-;)N:,

- 的
a[̂

全基因

组#而从病毒载量小于
:N:,

=

"3

BI

"

5M

血清提取的核酸很难

扩增到
-;)N:,

- 的
a[̂

全基因组&磁珠提取法能从病毒载量

大于
:N:,

(

"3

BI

"

5M

血清提取的核酸扩增到
-;)N:,

- 的

a[̂

全基因组)因此#笔者推断磁珠法更适合低滴度长片段

核酸的提取)普通的
@#

j

SY8

聚合酶有很强
(̀

(

-̀

的聚合酶

活性#但是缺乏
-̀

(

(̀

核酸外切酶活性#无法消除扩增过程中

与模板链错配的现象#本试验的
674

酶采用了
@hZh[h

公司

的
b3F!62E/

酶#

b3F!62E/

酶具有较高的
SY8

合成效率以及

674

保真度#其保真度大约为普通
@#

j

SY8

聚合酶的
*)

倍'

::

(

#但是#

b3F!62E/

具有较强的
-̀

(

(̀

核酸外切酶活性#使

其扩增的
674

产物末端被平滑化#故不能直接进行
@8

克隆)

为便于
674

产物与
B

LT9!@%#/

I

载体连接#必须在
674

后#

对
674

产物末端进行加
8

反应#增加
@8

克隆效率)
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要求护士认真阅读#护士长定期对科室护士进行标本采集知识

的口头和技能考试)针对实验室信息系统进行系统升级#完善

其功能#对标本条码进行改造#增加采血量及采血容器的提示#

避免采血量的错误及用错采血容器&改造标本流程#要求护士

采集标本后扫描采集时间#标本转运人员运输标本时扫描运输

时间#完善标本流转的各个环节#对各个环节进行实时的监督#

有效保证标本的合格性和安全性)

从第
+

季度不合格标本的产生原因及科室分布来看#经过

:,

月的标本采集培训及标本流程改造#不合格标本的总数下

降#标本不合格的主要原因发生变化)抗凝标本有凝块仍居于

不合格原因榜首)标本溶血由上季度的第
(

上升为第
)

#此为

新生儿抽血困难所致#不合格标本的避免有赖于临床护士采血

技术的进一步提高#尚需较长时间的学习和培训)错用标本容

器*条码使用过或条码失效下降为第
+

*第
(

#此体现了对护士

加强指导和培训的显著效果#同时#产科和妇科等主要患者为

成人的科室第
+

季度不合格标本的数量显著下降#标本采集质

量得到了显著提高)从第
+

季度分析结果来看#标本不合格的

主要原因在于抗凝标本有凝块和标本溶血#科室集中在新生儿

科和儿科系列)之后#笔者还将进一步深入上述科室#了解标

本采集的相关细节#切实解决不合格的主要原因#持续改进本

院的分析前标本质量)

综上所述#通过对检验科不合格标本的原因及科室分布进

行帕累托图分析#能够及时准确地了解检验科不合格标本的状

态#探讨其主要原因和次要原因#集中力量解决主要问题)实

践证明#为保证检验结果的质量#分析前的标本质量至关重要)

加强与临床医护的沟通#对临床医护采集知识进行相关培训刻

不容缓)医院和检验科应该根据实际工作情况#联合医务科*

护理部*科教科#以岗前培训和继续教育再培训等方式#加强医

护人员的培训#从源头上保证检验结果质量#全面提高检验科

质量管理水平)
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